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昆虫 分 子 生物 学 的 一 些 研究 进展 : 
生物 钟 的 基因 
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生物 的 许多 行为 和 生理 现象 有 周期 性 波动 ， 称 为 生物 节律 或 生物 钟 。 长 期 以 来 ， 这 
是 一 个 十 分 吸引 人 却 又 难以 理解 的 问题 。 虽 然 有 大 量 文献 描述 生物 钟 的 现象 ， 但 对 其 机 
理 却 一 无 所 知 。 直 到 大 约 20 年 前 ， 遗 传 学 家 们 开始 对 生物 钟 进行 研究 ， 逐 步 在 几 种 不 
同 的 真 核 生物 中 分 离 了 生物 钟 突变 型 ， 从 而 进一步 鉴定 了 几 个 与 生物 钟 有 关 的 遗传 位 
点 。 近 年 来 随 着 重组 DNA 技术 的 发 展 ， 对 生物 钟 的 个 别 基因 进行 了 详细 分 析 ， 使 人 们 
对 生物 钟 的 分 子 特性 有 了 一 些 初步 的 了 解 。 


1 生物 钟 的 特性 


生物 钟 普遍 存在 于 真 核 生 物 中 ， 甚 至 少数 原核 生物 中 。 受 生物 钟 控制 的 生物 学 过 程 
的 范围 ， 包 括 从 人 的 昼夜 睡眠 / 觉醒 循环 到 原生 生物 细胞 周期 的 节律 性 变化 。 许 多 生理 
的 .生物 化 学 的 和 行为 的 现象 和 指标 有 节奏 地 波动 ， 包 括 层 夜 节律 (circadian 
rhythm)， 周 期 约 24h， 及 次 昼夜 节律 (ultradian rhythm), AHE 24h 短 得 多 -~ :1. 

慰 夜 节律 具有 许多 特性 : (1) 节 律 是 内 源 性 的 ， 不 仅 是 光照 和 温度 变化 的 反应 。 在 
恒定 的 环境 条 件 下 ， 它 们 继续 不 斯 地 且 由 运转 .(2) 异 夜 节 律 的 内 源 周 期 一 般 是 近似 24h, 
但 并 不 准确 地 等 于 24h。 内 源 周期 的 长 短 具 有 物种 的 特异 性 ， 甚 至 在 种 内 有 品系 或 个 体 
特异 性 。 果 蝇 Drosophila melanogaster 的 昼夜 节律 周期 是 一 24h， 而 D. pseudoobscura 的 
是 ~23.3h,(3) 和 昼夜 节律 的 周期 在 生理 范围 内 对 温度 变化 是 相对 地 不 敏感 的 ， 因 而 是 “ 温 
度 代 偿 性 ”的 .(4) 异 夜 节律 被 光照 ,温度 或 其 它 环境 因子 的 突然 变化 打 断 后 ， 可 以 重新 校 
IE. 

尽管 有 些 次 昼夜 节律 的 周期 可 以 短 至 lh 或 甚至 Imin, ENGRAB RHE 
相同 性 质 。 例 如 ， 在 变形 虫 和 酵母 等 单 细 胞 生物 中 ， 代 谢 和 生化 指标 以 大 约 1h 的 周期 
变化 ， 这 些 波动 都 是 温度 代 偿 性 的 虽 。 

生物 钟 的 节律 是 根据 各 种 生物 本 身 的 一 些 特 性 的 周期 变化 而 测定 的 。 例 如 ， 一 种 脉 
BACK) 的 节律 是 通过 测定 其 分 生 孢 子 期 高 峰之 间 的 小 时 数 。 果 蝇 的 昼夜 节律 在 肾 期 
是 测定 种 群 中 羽化 高 峰之 间 的 小 时 数 ， 在 成 虫 期 则 是 个 体 静 止 / 运动 周期 的 时 间 。 
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2 生物 钟 突 变型 


通过 测定 生物 节律 的 变动 与 表现 型 的 关系 ， 发 现 某 些 昆虫 种 类 中 有 节律 变异 的 品 
系 。 并 进一步 分 离 鉴定 了 一 些 生物 钟 突 变型 。 生 物 钟 突 变型 表现 不 正常 的 异 夜 节律 ， 有 
些 也 表现 次 慎 夜 节律 的 异常 。 在 红 铃 虫 Pectinophora gossypiella 中 ， 人 工 选择 得 到 了 
PETER (ER BEE Ah) AR, (EEO BRIA, Ae 
D. melanogaster 和 D. pseudoobscura 中 ， 定 癌 选择 得 到 了 羽化 节律 延长 或 缩短 的 品系 ， 
其 成 下 的 活动 节律 也 同样 地 延长 或 缩短 ~ 7。 绿 蝇 Lucilia cuprina 有 一 个 ary 突变 型 ， 
羽化 是 无 节律 性 的 ， 其 成 虫 在 黑暗 条 件 下 的 自发 性 飞行 活动 也 是 无 节律 性 的 四 。 以 上 这 
些 昆虫 的 生物 钟 突 变型 ， 只 有 果 蝇 D. melanogaster 的 进行 了 深入 的 研究 ， 鉴 定 了 突变 的 
位 点 。 而 其 它 昆 虫 均 因 没 有 足够 的 遗传 学 基础 ， 不 可 能 进一步 分 析 引 起 异常 节律 的 内 在 
Alf. 

FE SR BSP TEE Be & BY SB DEERE PREFER, A a Ro A 
Ik / 活动 的 周期 。 分 离 突变 型 是 用 化 学 诱 变 剂 处 理 果 蝇 ， 然 后 测定 其 后 代 的 羽化 或 运动 
周期 B。 研 究 过 的 次 异 夜 节律 主要 是 雄 果 蝇 求偶 鸣 声 的 周期 。 其 节律 是 雄 蝇 向 雌 蝇 振 起 
时 所 发 出 的 声音 脉冲 的 速率 。 这 种 速率 按 正弦 曲线 波动 ， 其 周期 随 种 类 而 异 ， 在 D. 
melanogaster 中 约 为 1 min。 果 蝇 属 中 几 个 近似 种 的 雄 蝇 求 偶 鸣 声 节律 范围 约 为 30 ~ 40s 
至 70 ~80s。 这 种 微小 的 差异 对 求偶 与 交配 行为 具有 重要 意义 BS 9 


3 ”生物 钟 突变 的 位 点 


在 来 蝇 中 已 证 明 是 单 基因 突变 导致 生物 钟 基 本 性 质 的 改变 ， 并 且 已 鉴定 了 几 个 突变 
位 点 。 其 中 有 的 位 点 是 单 等 位 基因 ， 而 有 的 位 点 则 分 成 数 个 独立 的 等 位 基因 ( 表 1). 


R1 ， 果 蝇 中 导致 朋 夜 节律 改变 的 突变 


位 点 等 位 基因 位 置 周期 (h) 
period per” ~” X 染色 体 无 节律 性 
per X 染色 体 18 ~20 
Per | X 染色 体 28 ~30 
per’ X 染色 体 28 ~30 
Andante And X 染色 体 25 ~26 
Clock Clk X 染色 体 22 ~23 
phase —angle psi~—2 常 染色 体 ~25 
psi—3 党 染色体 25 ~28 
gate gat 常 染色 体 无 节律 性 
disconnected disco'~ 3 X 染色 体 无 节律 性 
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以 上 所 列 各 突变 位 点 ， 除 period 以 外 ， 运 今 尚 未 进行 详细 研究， 因此 还 不 其 了 解 。 

由 表 1 可 以 看 到 ， 相 当 大 比例 的 昼夜 节律 突变 发 生 于 同一 个 遗传 位 点 period， 产 生 
加 快 和 变 慢 的 节律 ， 以 及 无 节律 性 的 品系 。 在 该 位 点 的 单 基因 突变 可 以 影响 生物 钟 的 不 
目 一 种 性 质 ， 例 如 per 和 per 不仅 改 变 了 周期 长 得 ， 也 改变 其 温度 代 偿 性 局。 

果 蝇 的 有 些 品系 可 以 带 有 两 种 以 上 的 节律 突变 ， 各 个 突变 的 效应 可 以 联合 。 带 有 两 
个 长 周期 等 位 基因 的 双 突 变型 的 周期 变 得 更 长 ， 几 乎 是 一 种 相 加 的 方式 。 在 同一 品系 中 
长 和 短 周 期 突变 的 效果 会 互相 抵消 忆 5。 

在 研究 per 基因 拷贝 数 对 周期 的 影响 时 发 现 ，per 位 点 ， 像 果 蝇 中 其 它 X 染色 体 上 的 
基因 一 样 ， 是 剂量 补偿 的 (dosage compensated) 。 这 就 是 说 ， 含 一 个 剂量 pert 正常 等 
位 基因 ) 的 雄 虫 与 含 两 个 剂量 的 峻 虫 有 相同 的 周期 。 增 加 和 减少 pet 剂量 ， 分 别 导致 
BARDEM APA, AD PAA BS 3 个 剂量 ) ， 使 周期 缩短 约 半 
小 时 ， 而 在 雄 虫 中 ， 一 个 额外 的 剂量 (相当 于 雌 虫 中 2 个 额外 剂量 )， 就 使 周期 缩短 约 lh。 
减少 pert 剂量 则 产生 相反 的 效果 。 这 种 剂量 的 效应 对 羽化 节律 和 成 虫 活动 节律 都 有 相 
同 的 影响 。 虽 然 per 与 pert 剂量 减少 同样 引起 市 律 延长 ，pers 像 pert 剂量 额外 增加 一 
样 引起 节律 缩短 ， 但 这 些 突变 型 并 不 是 正常 per 基因 转录 的 量变 。 它 们 是 导致 质变 基因 
的 产物 55 A 参看 下 文 )。 

PRA ES, per 位 点 的 突变 也 影响 次 异 夜 节律 。 在 pers 雄 蝇 中 ， 求 偶 鸣 声 节律 
至 少 缩短 25%, FE per! 中 延长 约 50%, per 则 节律 消失 [中 。 这 说 明 两 种 周期 长 短 非常 
不 同 (一 入夜 与 一 分 钟 ) 的 节律 ， 其 机 理 具 有 相同 的 成 分 。 

对 生物 钟 突变 型 的 神经 生物 学 研究 揭示 了 昼夜 生物 钟 和 次 民 夜 生物 钟 的 定位 。 主 要 是 
根据 两 方面 的 实验 : 移植 实验 (1 和 对 镶 找 体 果 蜡 (在 每 一 个 体 中 部 分 为 per 突变 型 ， 部 
分 为 正常 ) 的 分 析 { 外 。 结 果 发 现 ， 异 夜 生 物 钟 位 于 脑 部 ， 而 求偶 网 声 生 物 钟 则 位 于 胸 
部 ， 可 能 在 腹 神 经 节 中 。 因 此 ， 两 者 的 神经 基础 是 不 同 的 B s, 


4 ”生物 钟 基因 的 结构 ,表达 与 调控 


虽然 在 果 蝇 中 分 离 了 好 几 个 生物 钟 基因 ( 表 1) ， 但 除 per 基因 外 ， 均 未 进行 深入 研 
究 ， 以 下 集中 介绍 per 基因 的 研究 进展 。 

果 蝇 的 per 位 点 在 X 染色 体 上 的 位 置 已 经 确定 到 2 条 染色 体 带 之 间 。 在 此 前 提 下 ， 
采用 了 染色 体 巡 查 法 及 显 微 切除 术 对 per 基因 进行 了 克隆 2 嫉 ， 并 相当 准确 地 测定 了 per 
基因 的 界限 。 一 个 重要 的 发 现 是 per 基因 型 是 纯 合 性 缺失 约 10kb DNA， 也 就 是 几乎 
没有 整个 基因 叫 74, 

克隆 了 pr 基因 后 首先 研究 了 其 转录 物 。 检 测 出 4 一 $ 个 不 同 的 转录 物 ， 但 注意 力 
主要 集中 在 一 个 45kb mRNA 和 一 个 lkb mRNA。 两 者 在 上 述 per 果 蝇 中 均 不 存 
在 。 在 pert RAP, lkb mRNA 的 量 在 一 恒 夜 之 间 明 显 波动 ， 而 在 per 突变 型 中 则 保 
FF ER KE, Ri ARBRE, MA mRNA 并 不 是 per 基因 表达 的 关键 成 
分 。 将 克隆 的 per+DNA 片段 转移 到 无 节律 性 的 per X per” 果 蝇 中 ， 观 察 是 否 能 够 恢复 
其 节律 性 。 结 果 发 现 ， 编 码 lkb mRNA 的 DNA 片段 并 不 能 使 无 节律 果 蝇 恢复 其 节律 
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性 。 然 而 ， 包 含 4.5kb mRNA 编码 序列 的 DNA 片段 ， 不 仅 能 使 无 节律 果 蝇 的 骨 夜 节 
律 恢复 ， 还 能 使 其 次 昼夜 (求偶 鸣 声 ) PERRE A, 

上 述 实验 结果 使 人 们 集中 研究 了 per 基因 的 4.5kb 转录 物 。 这 个 4.Skb MRNA 包含 8 
个 外 显 子 。 它 是 一 个 per mRNA 家 族 的 主要 成 员外 。 序 列 分 析 发 现 ， 位 于 4.5kb mRNA 
中 部 的 序列 编码 一 系列 约 20 对 重复 的 苏 氨 酸 一 甘氨酸 (TG EZ) ?I。 这 一 不 寻常 的 
TG 重复 区 与 大 鼠 粘 蛋白 中 的 一 系列 丝氨酸 一 甘氨酸 重复 非常 相似 。 因 此 per 产物 曾经 
被 认为 也 是 一 种 粘 蛋 白 。 但 是 ， 作 为 一 种 细胞 外 基质 蛋白 的 粘 和 蛋白 会 和 生物 钟 有 什么 关 
A? 这 使 人 们 很 不 理解 。 也 许 这 仅仅 是 一 种 巧合 。 以 后 的 实验 证 明 ，TG ERNER T 
律 并 不 是 必需 的 六。 人 们 将 可 以 使 无 节律 突变 型 per 恢复 节律 的 DNA 片段 中 编码 TG 
重复 的 一段 DNA 去 掉 ， 然 后 转移 到 per 中 ， 结 果 发 现 并 不 影响 愉 夜 节律 的 恢复 。 然 而 
求偶 鸭 声 节律 则 因 TG 重复 的 缺失 而 变 慢 怨 习 3。 这 表明 per 基因 中 编码 TG 重复 的 区 段 
与 次 昼夜 节律 的 关系 比 与 草 夜 节律 更 为 密切 (参看 下 文 ) 。 

在 测定 了 正常 per 基 因 的 序列 后 ， 又 对 per. per’, per 突变 型 基因 的 序列 进行 了 分 
析 ， 以 便 揭示 使 节律 缩短 . 延长 或 消失 的 分 子 基 础 。 结 果 发 现 ，pem 是 由 于 在 基因 中 部 
位 于 TG 重复 上 游 有 一 个 无 义 转译 终止 密码 子 ， 导 致 节律 性 消失 四。per 与 野生 型 的 区 
别 在 于 一 个 丝氨酸 变 为 天 冬 氨 酸 的 错 义 突变 ， 该 突变 发 生 在 per 突变 位 点 和 TG 重复 
区 之 间 。 人 们 推测 这 个 丝氨酸 在 野生 型 中 是 per 蛋 百 的 一 个 磷酸 化 位 点 ， 对 产物 活性 
有 向 下 调节 的 作用 ， 从 而 维持 节律 的 正常 。 丝 氨 酸 突变 为 天 冬 氨 酸 后 ， 这 个 位 点 不 能 磷 
酸化 ， 导 致 生物 钟 失控 ， 节 律 加 快刀 四 。 Per! 中 有 一 个 核 音 酸 置换 导致 顷 氢 酸 变 为 天 冬 
氨 酸 ， 这 发 生 在 上 述 两 个 突变 位 点 的 上 游 60。 这 种 替换 使 节律 延长 的 原因 可 能 是 使 per 
蛋白 的 活性 或 稳定 性 降低 。 

除了 上 述 的 per 基因 产物 的 结构 变化 引起 节律 不 正常 外 ， 其 量 的 改变 也 能 导致 生物 
钟 周期 的 变化 。 向 缺失 per 基因 的 per- RHP HA pert 片段 。 在 一 系列 的 表现 型 中 ， 节 
律 的 长 短 与 导入 DNA 所 转录 的 4.5kb mRNA 的 量 成 反 相 关 性 B0， 即 per 基因 表达 越 
少 ， 生 物 钟 运转 越 慢 ， 因 而 周期 越 长 。 

per 基 因 产 物 的 质变 与 量变 均 能 引起 生物 钟 周期 的 改变 ， 证 明 per 基因 在 生物 钟 的 
定时 功能 中 起 重要 作用 。 

原 位 杂交 和 免疫 组 织 化 学 分 析 表 明 ，per 基因 在 成 虫 的 许多 组 织 中 表达 ， 包 括 眼 、 fh 
角 、 脑 (神经 元 和 胶 质 细胞 ) 、 胸 神经 节 、 唾 腺 . 卵巢 ,消化 道 和 马 氏 管 久 ~ 鸭 。 如 前 所 述 ， 
昼夜 生物 钟 是 定位 于 脑 部 ， 因 此 per 基因 在 脑 部 神经 元 的 表达 应 该 与 生物 钟 功能 最 为 密 
切 相 关 ， 在 其 它 组 织 中 ，per 基因 的 表达 可 能 对 定时 功能 起 局 部 的 影响 。per 基因 在 胸 神 
经 节 中 的 表达 则 与 求偶 鸣 声 节律 有 关 ， 这 在 前 述 镶 藤 体 实验 中 已 经 证 明 ， 而 且 雄 性 翅 振 
发 生 于 胸部 的 事实 也 是 一 种 依据 。 

在 发 育 过 程 中 ， 最 早 在 胚胎 发 育 中 期 可 以 检测 到 per 基因 转录 。 此 后 ，per EAA 
续 表 达 ， 在 胚胎 中 .后 期 和 晴 期 .成 虫 期 表达 水 平 都 很 高 ， 在 幼虫 各 龄 期 per mRNA 水 
PRELA, FERRARA HA RA 及 胚胎 和 幼虫 的 唾 腺 外 都 可 检测 到 per mRNA 和 
EA. per 基因 在 肾 期 的 表达 部 位 与 成 忠 期 大 同 小 异 中 。 在 不 同 发 育 阶段 和 不 同 组 织 
中 ，per 基因 在 不 同 的 亚 细 胞 部 位 表达 。 在 有 的 细胞 中 per 蛋白 聚集 在 核 或 核 的 周围 ,而 
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在 有 的 细胞 中 则 在 细胞 质 中 和 / 或 细胞 的 外 周 中 。per 蛋白 在 不 同 组 织 中 的 作用 尚 不 清 
楚 。 已 有 报导 的 是 唾 腺 中 膜 电位 的 同步 节律 性 波动 及 唾 腺 细胞 之 间 正 常 水 平 的 间 际 结合 
(gap junction) 交流 都 需要 per 蛋白 的 存在 * ™, 

per 基因 产物 本 和 喘 表现 民 夜 周期 性 波动 。 最 早 是 发 现 果 晶 头 部 各 类 细胞 中 per BA 
染色 深度 有 入夜 波动 。 而 且 在 per 突变 型 中 染色 波动 周期 像 行 为 节律 一 样 缩短 为 
20h50。 进 一 步 又 发 现 per mRNA 的 水 平 也 表现 明显 的 崩 夜 波动 四。per 突变 影响 其 本 身 
mRNA 的 周期 。pe 上 和 per 的 mRNA 波动 周期 分 别 缩短 或 延长 。pe 的 mRNA 只 有 
正常 果 蝇 的 50%， 并 且 不 波动 。 将 野生 型 per+DNA 转移 至 per RMP, BRITNAI per 
mRNA 波动 均 可 恢复 。 在 转化 的 果 蝇 中 ， 外 源 per*mRNA 和 内 源 pe’mRNA 的 水 平 都 
AERD. KERHA per 蛋白 显然 调节 per mRNA 的 波动 。 换 言 之 ，per 蛋白 通过 
一 个 反馈 调节 环 影响 其 本 身 mRNA 的 波动 * 习 3。 这 个 反馈 调节 环 是 异 夜 生物 钟 的 一 个 
主要 特征 。 最 近 报 道 这 个 反馈 环 是 一 种 负 效 应 ，per 蛋白 水 平 上 升 时 ，mRNA 水 平 下 
降 ， 直 到 per 蛋白 水 平 下 降 到 基线 时 mRNA 水 平 才 重新 上 升 。per 蛋白 过 度 表达 则 抑制 
per mRNA 的 波动 。 这 是 一 种 在 细胞 内 的 直接 的 自我 调节 ， 不 影响 其 它 per 表达 细胞 ， 
每 一 种 表达 per 基因 的 细胞 都 是 独立 自主 的 多 

为 了 进一步 了 解 这 个 反馈 环 的 机 理 ， 采 用 per 一 一半 乳 糖 芽 酶 并 合 基 因 ( fusion 
gene)， 分 析 其 mRNA 和 和 蛋白 的 波动 外 。 结 果 发 现 ， 当 全 部 的 per 基因 编码 序列 都 用 
B- 半 乳 糖苷 酶 编码 序列 代替 时 ，per 基因 启动 子 能 驱动 5- 半 乳 糖苷 酶 mRNA WER 
波动 ， 但 蛋白 水 平 不 波动 。 这 就 是 说 ，per 基因 5 非 编码 区 足够 引起 mRNA HERR 
动 ， 但 蛋白 的 波动 还 需要 除非 编码 区 以 外 的 编码 区 序列 。 这 些 清楚 地 表明 ，per mRNA 
的 导 夜 波动 受 转录 水 平 的 调节 。 而 和 蛋白 的 波动 并 不 简单 地 是 MRNA 水 平 波动 的 后 果 ， 
它 还 需要 氨基 酸 序列 信息 的 存在 。 因 而 提示 还 有 一 个 受 和 蛋白 控制 的 转录 后 机 理 (第 二 个 
反馈 环 ) 调 节 着 per 蛋白 水 平 的 节律 性 波动 中 入， 

由 此 可 见 ，per 蛋白 参与 2 个 分 子 反馈 环 ， 一 个 是 对 mRNA 水 平 波动 的 转录 调 刷 ， 
另 一 个 是 对 蛋白 水 平 波动 的 转录 后 调节 (图 1). 

除 此 之 外 ， 又 发 现 per FLAW RRA RBA RE per 基因 
i, per mRNA 的 波动 主要 是 受 per 基因 转录 波动 的 控 转录 调节 
ft), 反馈 环 1 

总 起 来 看 ， 在 per 基因 表达 过 程 中 ， 基 因 转 录 的 波动 mRNA 
引起 mRNA 的 波动 ， 又 引起 蛋白 的 波动 。 而 重 日 又 反馈 转录 后 调节 
调节 mRNA 的 波动 及 其 本 身 的 波动 ( 图 1)。per 基因 表达 
本 身 表 现 昼夜 波动 ， 更 进一步 证 明了 per 基因 在 生物 钟 功 KA 
能 中 的 重要 作用 。 | 转译 后 调节 

最 近 的 工作 虽 又 发 现 per 蛋白 的 居 夜 波动 不 仅 表现 为 (磷酸 化 作用 ) 
量 的 改变 ， 还 表现 在 其 分 子 量 的 改变 。 分 子 量 的 改变 则 是 下 游 节 律 基 因 
由 于 磷酸 化 作用 的 昼夜 波动 。 在 突变 品系 中 ，per BAK avai 
平 与 磷酸 化 的 异 夜 节律 均 与 其 行为 表现 型 一 致 。 推 测 per E 
蛋白 的 磷酸 化 状态 可 能 在 生物 钟 的 定时 机 理 中 是 一 个 重要 图 1 Per ZAWA 
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的 决定 因素 。 

per 蛋白 与 果 蝇 和 哺乳 动物 中 三 个 基因 的 产物 有 一 段 相同 的 序列 ， 称 为 PAS 区 。 这 
一 区 域 包括 270 个 氨基 酸 ， 功 能 尚 不 清楚 。 这 三 个 基因 的 产物 均 属 于 转录 因子 ， 其 序列 
中 包含 DNA - 结合 和 蛋白质 二 聚 作用 区 。 而 per 和 蛋白 并 不 包含 这 样 的 区 域外 。 近 年 的 
工作 发 现 ，per 蛋白 利用 其 PAS 区 起 和 蛋白质 二 聚 作用 或 DNA 一 结合 的 作用 。 它 能 中 介 
和 蛋白质 与 蛋白 质 的 相互 作用 ， 也 能 通过 其 它 转录 因子 促进 与 DNA 的 结合 。 因 而 证 明 per 
蛋白 具有 转录 调节 的 功能 哆 。 电 子 显 微 镜 观察 证 明 ，per 有 蛋白 在 成 虫 中 枢 神 经 系统 中 是 
一 种 核 内 蛋白 中 4 4。 这 与 其 转录 调节 功能 是 相符 的 。 

最 近 有 人 将 热 休克 基因 的 启动 子 与 per 基因 相连 接 ， 使 per 基因 的 表达 可 受 温 度 诱 
导 。 结 果 发 现 ， 温 度 脉冲 诱导 per 蛋白 表达 短暂 升 高 ， 导 致 明 夜 节律 稳定 持久 的 相 移 
(生物 钟 的 节律 能 被 重新 校正 ， 称 为 相 移 phase shift), REF T per 蛋白 是 生物 钟 组 
成 部 分 的 论点 ， 并 再 次 表明 per 蛋白 在 生物 钟 定时 机 理 中 起 重要 作用 。 


5 ”生物钟 基因 的 物种 特异 性 和 进化 保守 性 


前 面 提 到 pe 蛋白 的 TG BE KW ERDRAKER TEE A Al hl 7, AE 
示 per 蛋白 可 能 包含 几 个 不 同 的 功能 区 ， 其 中 有 些 区 是 保守 的 ， 有 些 区 则 有 种 间 差 异 。 
将 果 蝇 属 的 三 个 种 D. melanogaster. D. pseudoobscura, D. virilis 的 per 基因 编码 区 进行 
比较 ， 发 现 per 蛋白 的 序列 有 60% ~ 70% 是 保守 的 ， 其 余 30% ~40% 是 数 个 散 置 的 非 
保守 区 ， 包 括 D. m 的 TG 重复 区 ， 其 余 两 种 果 蝇 的 per 蛋白 序列 中 没有 TG 重复 
Ki), D. m. AD. p 成 虫 态 夜行 为 节律 的 特征 相当 不 同 。 种 间 转 化 实验 将 D. p. 的 per 
基因 编码 区 转移 到 无 节律 的 per" Dm 中 ， 可 以 使 D. m 恢复 节律 性 ， 但 节律 的 强度 和 
周期 长 短 都 与 D. p 的 相同 。 这 表明 行为 节律 的 物种 特异 性 特征 可 以 随 per DNA 转移 . 
因此 per 基因 编码 序列 携带 物种 特异 性 行为 指令 1。 在 D.m. 和 D. simulans 之 间 的 实验 发 
现 ， 将 per 基因 中 编码 TG 重复 的 部 分 去 除 ， 使 D m 的 求偶 鸣 声 节律 缩短 ， 与 
D. SHE, TEAR per 基因 中 有 明显 种 间 差 异 的 TG 重复 区 与 控制 求偶 鸣 声 节律 有 
KX. 
生物 钟 基 因 在 不 同 种 果 蝇 之 间 有 遗传 保守 性 ， 从 进化 的 观点 考虑 ， 这 种 保守 性 是 否 
也 可 能 扩大 到 其 它 生 物 中 呢 ? 人 们 已 经 发 现 ， 果 蝇 per 和 集 日 的 抗体 能 够 识别 腹 足 类 
Aplysia 和 Bulla 中 与 生物 钟 有 关 的 神经 元 中 的 抗原 多 。 这 种 与 per 蛋白 有 交叉 反应 的 抗 
原 表 现 昼夜 波动 ， 表 明 这 种 蛋白 在 腹 足 类 生物 钟 中 起 作用 。 在 非 果 蝇 生物 的 与 生物 钟 有 
关 的 细胞 中 存在 与 per 蛋白 有 交叉 反应 的 蛋白 ， 这 该 不 是 一 种 巧合 。 此 外 ， 在 一 种 低 等 
真 核 生 物 脉 孢 菌 Neurospora 中 ， 生 物 钟 基因 frequency 5 RIR per 基因 在 序列 上 有 明显 
的 同 源 性 ， 在 编码 TG 重复 及 少数 侧翼 氨基 酸 的 区 段 是 高 度 保守 的 "* 六 。 这 两 种 毫 无 联 
系 的 生物 中 生物 钟 基因 在 进化 上 有 相关 性 ， 它 们 可 能 是 一 个 多 基因 家 族 的 成 员 。 
根据 以 上 的 事实 推测 ， 果 蝇 与 其 它 昆 虫 的 生物 钟 基因 可 能 有 更 大 程度 的 保守 性 。 对 
果 蝇 生物 钟 基因 的 研究 对 其 它 昆 虫 也 许 具有 普 过 意义 。 
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一 般 认为 生物 钟 应 包括 3 个 组 成 部 分 : (1) 联 系 环境 至 生物 钟 起 捕 器 的 输入 途径 ， 
(2) 起 捕 器 本 身 ，(3) 联 系 起 搏 器 与 各 种 生理 ,代谢 ,与 行为 过 程 的 输出 途径 。 要 揭示 生物 
钟 的 机 理 ， 必 须 首先 确定 与 各 部 分 功能 有 关 的 基因 与 分 子 。 

迄今 为 止 ， 对 生物 钟 的 分 子 机 理 的 研究 ， 如 本 文 内 容 所 反映 ， 主 要 集中 于 作为 起 搏 
器 关键 成 分 的 per 基因 ， 已 对 其 结构 .表达 及 调控 进行 了 详细 研究 。per 和 蛋白 对 行为 节律 
的 质 (有 或 无 ) 和 量 (周期 长 短 ) 的 方面 均 有 影响 。 在 per 和 蛋白 中 单个 氨基 酸 的 突变 能 缩短 
或 延长 昼夜 节律 的 周期 ， 缺 失 per 蛋白 使 节律 消失 。 这 些 效 应 表现 于 个 体 和 群体 的 慎 夜 
HE. per 蛋白 浓度 的 瞬时 上 升 能 诱导 异 夜 生物 钟 的 相 移 。 等 等 事实 证 明 per 基因 在 生 
物 钟 起 搏 句 功能 中 起 关键 作用 。 

关于 环境 指令 如 何 通过 输入 途径 影响 per 基因 ， 还 是 一 个 空白 。 这 首先 需要 对 per 
基因 5” 调控 区 进行 分 析 ， 并 找 出 促进 转录 的 因素 。 也 需要 探索 是 否 还 有 上 游 基 因 存 在 
的 可 能 性 。 同 样 ， 输 出 途径 也 是 一 个 空白 。per 基因 产物 呈现 周期 性 波动 ，per 蛋白 有 调 
节 转 录 的 功能 ， 这 些 表明 per 基因， 作为 起 搏 郑 的 关键 成 分 ， 控 制 下 游 基因 的 节律 性 转 
录 。 因 此 ， 要 前 明生 物 钟 如 何 控制 生理 . 代谢 .行为 过 程 ， 首 先 应 该 分 离 受 生 物 钟 控制 的 
下 游 革 基因， 分 析 其 结构 ， 弄 清 它 们 如 何 接受 起 搏 器 输出 的 信息 。 正 如 受 激 素 控制 的 基 
因 在 5“ 调控 区 有 “激素 应 答 单 元 ”"， 可 以 推测 ， 受 生物 钟 控 制 的 基因 在 其 5 调控 区 应 
存在 “生物 钟 应 答 单 元 ”"。 这 些 都 有 待 今后 的 工作 给 以 解答 。 


参 考 文 献 


Edmunds L E Jr. Cellular and Molecular Bases of Biological Clocks. New York: Springer — Verlag. 1988 

Schulz H, Lavie P eds. Ultradian Rhythms in Physiology and Behavior. New York: Springer — Verlag. 1985 

Hall J C, Rosbash M. Genes and biological rhythms. TIG, 1987, 3 185 ~91 

Pittendrigh C S, Minis D H. The photoperiodic time measurement in Pectinophora gossypiella and its relation 

to the circadian system in that species. In: Menaker M ‘ed. Biochronometry, Washington, D. C., National 

Academy of Sciences, 1971, 212 ~250 

Konopka R J Benzer S. Clock mutants of Drosophila melanogaster. Proc. Natl Acad: Sci. USA, 1971, 6& 

2112 ~ 2116 

Pittendrigh C S. Circadian systems I. The driving oscillator and its assay in Drosophila pseudoobscura Proc. 

Natl. Acad. Sci. USA, 1967, 58 1672 ~ 1677 l 

Konopka, R. J. Neurogenetics of Drosophila circadian rhythns. In: Huettel, M D ed. Evolutionary Genetics 

of Invertebrate Behavoir. New York: Plenum Press, 1987, 215 ~221 

Smith P H. Naturally occurring arrhythmicity in eclosion and activity in Lucilia cuprina: its genetic basis. 

Physiol. Entomol., 1987, 12: 99 ~ 107 

Kyriacou C P, Hall J C. Interspecific genetic control of courtship song production and reception in 

Drosophila. Science, 1986, 232: 494 ~ 497 

10 Dunlap J C. Closely watched clocks: molecular analysis of circadian rhythm in Neurospora and Drosophila. TIG 
1990, & 159 ~ 165 

ll Konopka R J, Pittendrigh C, Orr D. Reciprocal behavior associated with altered homeostasis and photosensitivity 

of Drosophila clock mutants. J. Neurogenet. 1989, & 1~ 10. 


Aa w N 一 


oo ~ Cn QA 


© 


15 
16 


17 


18 


24 


25 


27 


88 


31 


32 


33 


35 


37 


328 Ee H $ 报 39 眷 


Feldman J F. Genetics of circadian clocks. Biosci. 1983, 33: 426~ 431 

Hall J C, Rosbash M. Mutations and molecules influencing biological rhythms. Ann. Rev. Neurosci., 1988, 11: 
373 ~ 393 

Smith R F, Konopka R J. Effects of dosage alterations at the per locus on the circadian clock of Drosophila. 
Mol. Gen. Genet., 1982, 185. 30~ 36 

Konopka R J. Genetics of biological rhythms in Drosophila. Ann. Rev. Genet., 1987, 21: 227 ~ 236 

Cote G G, Brody S. Circadian rhythms in Drosophila melanogaster. Analysis of Period as a function of pene 
dosage at the per locus. J. Theoret. Biol., 1986, 121: 487 ~ 503 

Kyriacou C P, Hall J C. Circadian rhythm mutations in Drosophila affect shortterm fluctuations in the male’ s 
courtship song. Proc Natl. Acad. Sci. USA, 1980, 77: 6929 ~ 33 

Handler A M, Konopka R J. Transplantation of a circadian pacemaker in Drosophila. Nature, 1979, 279 
236~ 238 

Kyriacou C P, Wells S, Lee T. Mosaic analysis of a Drosophila clock mutant. Mol. Gen. Genet., 1983, 190: 
284 ~ 288 

Bargiello T A, Young M W. Molecular genetics of a biological clock in Drosophila. Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA, 1984, 81: 2142 ~ 2146 

Reddy P, Zehring W A, Wheeler D A et al. Molecular analysis of the period locus in Drosophila melanogaster 
and identification of a transcript involved in biological rhythms. Cell, 1984, 38 701 ~ 710 

Bargiello T A, Jackson F R. Young M W. Restoration of circadian behavioural rhythms by gene transfer in 
Drosophila. Nature, 1984, 312: 752 ~ 754 

Zehring W A, Wheeler D A, Reddy P et al. P—element transformation with period locus DIA restores 
rhythmicity to mutant, arrhythmic Drosophila melanogaster. Cell, 1984, 39. 369 ~ 376 

Hamblen M, Zehring W A, Kyriaccu C P et al. Germ -line transformation involving DNA from the period 
locus in Drosophila melanogaster. J. Neurogenet., 1986, 3 249 ~ 291 

Citn Y, Colot H V, Jacquier A C et al. A family of unusually spliced and biologically active transcripts is 
encoded by a Dosophila clock gene. Nature, 1987, 326 42 ~ 47 

Jackson F R, Bargiello T A, Yun S —H ef al. Product of per locus of Drosophila shares homology with 
proteoglycans. Nature, 1986, 320 185 ~ 188 

Reddy P, Jacquier A C, Abovich N et al. The period clock locus of Drosophila melanogaster codes for a 
proteoglycan. Cell, 1986, 464 53 ~ 61 

Yu Q, Colot H V, Kyriacou C P et al. Behaviour modification by in utro mutagenesis of a variable region 
within the period gene of Drosophila. Nature, 1987, 326 765 ~ 769 

Hall J C, Kyriacou C P. Genetics of biological rhythms in Drosophila. Adv. Insect Physiol., 1990, 22: 221 ~ 298 
Yu Q, Jacquier A C, Citri Y et al. Molecular mapping of point mutations in the period gene that stop or 
speed up biological clocks in Drosophila melanogaster. Proc. natl. Acad. Sci. USA, 1987, 84 784 ~ 788 
Baylies M K, Bargiello T A, Jackson F R et al. Changes in abundance and structure of the per gene product 
can alter periodicity of the Drosophila clock. Nature, 1987, 326 390 ~ 392 

Liu X, Lorenz L, Yu Q et al. Spatial and temporal expression of the period gene in Drosophila melanogaster 
Genes Dev. 1988, 2: 228 ~ 238 

Siwicki K K, Eastman C, Petersen G et al. Antibodies to the period gene product of Drosophila reveal diverse 
tissue distribution. Neuron, 1988, 1: 141 ~ 150 

Saez L, Young M W. In situ localization of the per clock protein during development of Drosophila 
melanogaster. Mol. Cell. Biol., 1988, & 5378 ~ 5385 

James A A, Ewer J, Reddy P et al. Embryonic expression of the period clock gene in the central nervous 
system of Drosophila melanogaster. EMBO J., 1986. 5: 2313 ~ 2320 

Bargiello T A, Saez L, BAylies M K et al. The Drosophila clock gene per affects intracellular junctional 


communication. Nature, 1987, 328 686~ 691 
Zwiebel L J, Hardin P E, Hall J C et al. Circadian oscillations in protein and mRNA levels of the period 


gene of Drosophila melanogaster, Biochem. Soc. Transact., 1991, 533 ~ 437 


3 期 BAe: 昆虫 分 子 生 物 学 的 一 些 研 究 进展 : 生物 钟 的 基因 329 


38 Hardin P E, Hall J C，Rosbash M. Feedback of the Drosophila period gene product on circadian cycling of its 
mRNA levels. Nature, 1990, 343 536 ~ 540 

39 Takahashi J S. Circadian clock genes are ticking. Science, 1992, 25% 238 ~ 240 

40 Zeng H, Hardin P E, Rosbash, M. Constitutive overexpression of the Drosophila period protein inhibits period 
mRNA cycling. EMBO J., 1994, 13% 3590 ~ 3598 

41 Zwiebel L J, Hardin P E,Liu X er al. A post—transcriptional mechanism contributes to circadian cycling of a 
per —B-—galactodase fusion protein. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1991, 8& 3882 ~ 3886 

42 Hardin P E, Hali J C, Rosbash M. Circadian oscillations in period gene mRNA levels are transcriptionally 
regulated. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89, 1992, 8% 11711~ 11715 

43 Edery I, Zwiebel L J, Dembinska M E et ‘al. Temporal phosphorylation of the Drosophila period protein. 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1994, 91; 22600 ~ 2264 

44 Huang Z J, Edery I, Rosbash M. PAS is a dimerization domain common to Drosophila Period and several 
transcription factors. Nature, 1993, 364: 259 ~ 262. 

45 Edery I, Rutila J E, Rosbash M. Phase shifting of the circadian clock by induction of the Drosophila period 
protein. Science, 1994, 263, 237 ~ 240 

46 Colot H V, Hall J C, Rosbash M. Interspecific comparison of the period gene of Drosophila reveals 
large blocks of non—conserved coding DNA. EMBO J., 1988, 7: 3939~ 3947 

47 Petersen G, Hall J C, Rosbash M. The period gene of Drosophila carries species—specific behavioural 
instructions. EMBO J., 1988, 7: 3939~ 3947 

48 Wheeler D A, Kyriacou C P, Greenacre M L et al. Molecular transfer of a species—specific behaviour from 
Drosophila simulans to Drosophila melanogaster. Science, 1991, 251: 1082 ~ 1085 

49 Siwicki K K, Strack S, Rosbash M et al. An antibody to the Drosophila period protein recognizes circadian 
pacemaker neurons in Aplysia and Bulla. Neuron, 1989, 3% 51~ 58 

50 McClung C R, Fox B A, Dunlap J C. frequency, a clock gene in Neurospora, shares sequence element with the 
Drosophila clock gene period. Nature, 1989, 339. 558 ~ 562 


SOME ASPECTS OF PROGRESS IN INSECT MOLECULAR 
BIOLOGY: BIOLOGICAL CLOCK GENES 


Zhai Qihul 
(Institute of Zoology, Academia Sinica Beijing 100080) 


Abstract This review deals with the progress in the molecular study on the biological 
clocks in insects. Biological clocks represent a type of cellular regulation common to 
most eukaryotes. They are disturbed by certain mutations in insects. The genes 
defined by certain of these mutations in Drosophila have been isolated. The most 
important clock gene period has been studied in detail, including its structure, 
expression, regulation, etc. These investigations are revealing the molecular nature of 
biological clocks. 
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